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C 
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TBE tris-boratni elektroforezni pufer 
Tc tetraciklin 
Tc
r
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1 UVOD 
Bakterije proizvajajo 
na izzive okolja. 
produkte kot so du  dejavnike 
proteinske toksine, med katerimi so tudi bakteriocini (Campbell, 1981; Riley in Wertz, 
2002b). Bakteriocine producirajo vse e bakterijske vrste in so zelo 
pogosta in raznolika skupina 
(Klaenhammer, 1988; Riley in Wertz, 2002a). V nasprotju s  antibiotiki imajo 
bakteriocini relativno ozek spekter delovanja samo za dovzetne 
bakterijske seve iste ali sorodne vrste (Riley in Gordon, 1999; Riley in Wertz, 2002b). 
Prvi bakteriocin je bil opisan pri bakteriji Escherichia coli (E. coli) leta 1925 in je bil 
poimenovan kolicin (Cascales in sod., 2007, cit. po Gratia, 1925). Kolicini so 
mora biti njihova sinteza  (Cascales in sod., 2007). Izsledki 
bakterijskih populacij pri znotraj in medvrstnih interakcijah zaradi kompeticije med 
bakterijami, ki naseljujejo isto eko , 2002; Kirkup in Riley, 
2004; Majeed in sod., 2011)
naravnem okolju. 
 
Escherichia coli je kolicin M in 
je edini koli vijo sinteze 
peptidoglikana. Kolicin M cepi prekurzor peptidoglikana, lipid II, ki je skupen vsem 
bakterijskim vrstam (Barreteau in sod., 2010)
bakterij
delovanjem pritegnil pozornost kot osnova za razvoj novega protimikrobnega sredstva. 
Trenutno predstavljajo rezistence patogenih bakterij proti 
antibiotikom najve
enterobakterij (Lautenbach in sod., 2001; Paterson, 2006; Kumarasamy in sod., 2010). 
 zato nujen razvoj novih antibiotikov. Bakteriocini 
(Riley in Wertz, 
2002b; Gillor in sod., 2004; Schamberger in sod., 2004; Gillor in sod., 2008a; Gordon, 
2009)
nizke koncentracije odzovejo s prilagajanjem in znano je, da nekateri antibiotiki v 
subletalnih koncentracij
rezistenc (Beaber in sod., 2004; Davies in sod., 2006). Pri razvoju novih antibiotikov je 
pomembno predvideti neugodne posledice njihove uporabe. Zato smo se namenili 
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Escherichia coli . Izsledki raziskave bi 
bili pomembni za uporabo kolicina M kot protimikrobnega sredstva in na podlagi 
 
 
Za razumevanje ekologije kolicinov je pomembno tudi s tem povezano razumevanje 
uravnavanja njihove sinteze
odziva SOS in zato so le-  s 
proteinom LexA, represorjem odziva SOS, 
drugimi globalnimi regulatornimi dejavniki in okoljskimi signali (Cascales in sod., 
2007). Znano je tudi, da prihaja v majhnem delu kolicinogene populacije do indukcije 
(Mulec in sod., 2003; Mrak in sod., 
in sod., 2010). 
letalnega kolicina (Herschman in Helinski, 1967; Salles in sod., 1987). Kar nekaj 
(Butala in sod., 2012), 
da bi razumeli vso 
kompleksnost. 
 
kih genov na ravni posameznih celic 
bakterijske kulture 
a gena aktivnosti kolicina M, cma, ter gena aktivnosti kolicina K, 
cka gfp in rfp za zele  
 
 tudi ugotoviti, 
ostalimi geni odziva SOS. Ker so predhodne raziskave pokazale, da je regulator 
transkripcije cka
pre  tudi, kateri drugi proteini poleg LexA 
 
 
Namen doktorskega dela je bil razjasniti vlogo kolicinov v naravnem okolju, 
uporabljenega v protimikrobni terapiji.  
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1.1 HIPOTEZE: 
- Delovanje kolicina M, ki prekine sintezo peptid
s
 v subinhibitorni koncentraciji 
se prilagodijo na stres s spremenjenim 
 
 
- Geni kolicinov, kakor tudi geni odziva SOS, se , 
zaradi 
 indukcije. Gen aktivnosti kolicina K, cka
celicah, lexA, ki kodira represor sistema SOS, LexA. 
 
- uravnavajo  
regulatorji in okoljski signali. 
gena cka za porotvorni kolicin K po indukciji odziva SOS. Pri uravnavanju 
i. 
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2 PREGLED OBJAV  
2.1 BAKTERIOCINI BAKTERIJE Escherichia coli 
Bakteriocini so raznolika skupina proteinov s protimikrobnim delovanjem in jih 
(Klaenhammer, 1988; Riley in 
Wertz, 2002a) glavnem proizvajajo v 
iste ali zelo sorodne vrste (Riley 
in Gordon, 1999; Riley in Wertz, 2002b; Gillor in sod., 2008a). Bakteriocini naj bi 
igrali pomembno vlogo v ohranjanju mikrobne raznolikosti. Najbolje 
bakteriocini so kolicini, ki jih proizvajajo bakterije kolicinogenih sevov vrste 
Escherichia coli Enterobacteriaceae (Riley in 
Gordon, 1996).  
 
Escherichia coli proizvaja dva tipa bakteriocinov, in sicer kolicine in mikrocine. 
Kolicini so zelo raznolika skupina, opisanih je 
kolicin, katerega sinteza je pod kontrolo odziva SOS. Zapis za kolicine se nahaja na 
, 1998). i plazmidi imajo 
se ne ve, 
sledi transport v celico. 
Kolicini koristijo receptorje vpletene v prevzem hranil, kot je BtuB, receptor vitamina 
B12. Ko kolicini vstopijo v celice, le-te propadejo zaradi tvorbe por v citoplazemski 
membrani, nukleazne aktivnosti ali inhibicije sinteze peptidoglikana (Cascales in sod., 
2007). 
 
Druga skupina bakteriocinov, ki jih proizvaja Escherichia coli, so mikrocini (Braun in 
sod., 2002). Mikrocini so  od 10 kDa. Zapis za mikrocine je lahko na 
kromosomu ali plazmidu in ga sestavljata le dva gena: gen z zapisom za baktericidni 
, kot tudi osnovne 
raziskan, vendar je znano, da nekateri lahko 
celice (Gillor in sod., 2004; Gordon in O'Brien, 2006). 
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2.2 GENETIKA KOLICINOV 
2.2.1 Plazmidi s kolicinskimi geni 
Zapis za sintezo kolicinov se nahaja na plazmidih pCol, ki jih glede na lastnosti delimo 
v 2 skupini (Hardy in sod., 1973).  
 
 kopij),  6 
do 10 kb. Imajo faktor mobilizacije ti 
konjugativnih plazmidov. Vsebujejo en kolicinski operon, v glavnem za kolicine 
skupine A, ki vstopajo v celico preko translokacijskega sistema Tol , 
1998; Cascales in sod., 2007). 
  
Skupina II so veliki plazmidi v eni kopiji, dolgi okoli 40 kb. So konjugativni in 
imajo zapis za kolicine skupine B, ki vstopajo v celico preko 
translokacijskega sistema Ton. Lahko imajo tudi dva kolicinska operona, enega ob 
drugem, in te 
V (Cascales in sod., 2007). 
 
2.2.2 Razporeditev kolicinskih genov 
 na plazmidu pCol in je odvisen od 
mehanizma delovanja zapisanega kolicina (Slika 1). Operoni kolicinov imajo enega do 
tri gene. Operoni vseh kolicinov imajo promotor s SOS nukleotidnimi zaporedji, na 
represor LexA in tako  promotor. Sledi strukturni gen kolicina ali 
gen za aktivnost, imenovan cxa  Najverjetneje je v 
primeru porotvornih kolicinov skupine B to tudi edini gen operona (Riley, 1993a; 
, 1998; Cascales in sod., 2007). 
 
Strukturnemu genu za kolicin sledi gen za protein imunosti (imm ali cxi), ki 
kolicinom in  
, 1998). Pri nukleaznih kolicinih je gen za protein imunosti cx del 
kolicinskega operona in se nahaja navzdol od strukturnega gena za kolicin cxa. Gen za 
protein imunosti nukleaznih kolicinov je pod kontrolo dveh promotorjev: promotorja 
 promotorja. Le-ta se nahaja znotraj 
strukturnega gena za nukleazni kolicin. Dva promotor
aktivnost (Masaki in Ohta, , 1998; Cascales in sod., 2007). 
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Operon porotvornih kolicinov nima gena za protein imunosti cxi, se pa ta nahaja na 
nasprotni verigi DNA, v regiji med genom za kolicin in genom za protein lize. Gen 
imunosti se 
odvisen od sistema SOS. Smer prepisovanja je nasprotna prepisovanju gena za kolicin 
, 1998; Cascales in sod., 2007).  
 
Zadnji gen kolicinskega operona je gen za protein lize (kill ali cxl), ki je vpleten v 
celice po indukciji sinteze kolicina (van der Wal in sod., , 1998; 
Cascales in sod., 2007).  
 
Pri transkripciji kolicinskih operonov skupine A nast neta dva prepisa mRNA zaradi 
prisotnosti dveh terminatorjev (Slika 1)
porotvornih kolicinov pripada kolicinskemu genu, pri nukleaznih kolicinih pa 
a transkriptu 
celotnega operona, ki v protein lize 
, 1986; 
, 1988a). Gen cxl je le na operonih kolicinov skupine A in nekaterih iz 
skupine B, kot so kolicin 5, 10 in D. Zato sinteza tistih kolicinov, ki nimajo gena cxl, za 
proizvajalske celice ni letalna (Cascales in sod., 2007).  
 
 
 
Slika 1: Organizacija zapisa za kolicine na plazmidih pCol: strukturni gen za kolicin (cxa), gen za protein 
imunosti (cxi) in lize (cxl
promotor gena imunosti (Pim) in terminator transkripcije (T) (Cascales in sod., 2007: 163). 
Figure 1: Organization of colicin gene cluster on pCol plasmids: colicin activity gene (cxa), immunity 
(cxi) and lysis protein genes (cxl). Horizontal arrows denote genes, indicated are also SOS promoter 
(Psos), immunity gene promotor (Pim) and transcriptional terminator (T) (Cascales in sod., 2007: 163). 
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2.3  
Kolicini nimajo N-terminalnih signalnih sekvenc in nobenih domen za iznos, zato iz 
(Braun in sod., 1994)
lize (van der Wal in sod., 1995). Protein lize je majhen lipoprotein pripet v 
periplazemskem prostoru na citoplazemsko ali zunanjo membrano (Braun, 1975; 
Howard in sod., 1991; van der Wal in sod., 1995). 
nastanejo zaradi proteinov lize pozno po njihovi sintezi, je potrebna zadostna 
koncentracija proteina lize (Pugsley in Schwartz, 1983). Mehanizem delovanja 
razjasnjen. Je pa znano, da so posledica 
fosfolipaze A na zunanji membrani pidov, ki so detergenti 
smrt proizvajalske 
bakterije (Pugsley in Schwartz, 1984; Dekker in sod., 1999; Cascales in sod., 2007). 
 
majhnih plazmidih skupine I (kolicini skupine A in kolicina 5, 10, D skupine B). Veliko 
plazmidih 
skupine II (Ia, Ib, B, M) in nimajo zapisa za protein lize. Sinteza teh kolicinov zato ni 
letalna za proizvajalsko celico (Riley, 1993a; van der Wal in sod., 1995)
o , 1998).  
 
 
2.4 STRUKTURNA ORGANIZACIJA KOLICINA  
v velikosti (25 80 kDa), pa je strukturna organizacija 
vseh kolicinskih molekul enaka. Sestavljajo jih tri funkcionalne domene (Slika 2): (1) 
receptor na zunanji bakterijski membrani; (2) translokacijska domena T je N-terminalni 
-terminalnem delu molekule je odgovorna za letalno 
delovanje kolicina na s
zaporedje za vezavo proteina imunosti (Baty in sod., , 1991; 
, 1998) - in C-
proteina (Riley, 1993a). 
 
    N'                                                                                                                                              C' 
   T  translokacijska domena                    R  receptorska domena                         C  letalna domena 
 
Slika 2: Strukturna organizacija molekule kolicina , 1998: 570). 
Figure 2: Colicin molecule structural organisation , 1998: 570). 
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2.4.1 Vezav  
Prvi 
zunanje membrane (Preglednica 
(Di Masi in sod., 
, 1998). Te receptorje koristijo kolicini in bakteriofagi za vstop v bakterijsko 
celico (Di Masi in sod., 1973)
- 12 ali transporterji sideroforjev, 
Fe
3+
 (Cir, FhuA, FepA). Pri prepoznavanju in translokaciji 
kundarni receptorji (OmpF, A, 
C, W ali TolC). Nekateri porini so tudi neposredni primarni receptorji nekaterih 
ranslokaciji kolicina preko 
membrane , 1998).  
 
Preglednica 1: kolicini uporabljajo za vstop 
v celico. BtuB je transporter za vitamin B12; Tsx je porin za sprejem nukleozidov; Cir, FepA in Fhu A so 
 i porini. Simbol 
*
 
 , 1998: 566; Kleanthous, 2010: 844). 
Table 1: Best studied colicins and cell envelope proteins used for colicin cell import. BtuB is a vitamin 
B12 transporter; Tsx is a nucleoside specific porin; Cir, FepA, FhuA are siderophore receptors; OmpF, 
OpmA, OmpW are nonspecific porins. Symbol 
*
 designates colicins encoded on type II plasmids 
: 844). 
 
Kolicini Primarni receptor Proteini translokacije  
Skupina A    
A BtuB OmpF, TolABQR porotvorni 
E1 BtuB TolC, TolAQ porotvorni 
E2, E7, E8, E9 BtuB OmpF, TolABQR DNaza 
E3, E4, E6 BtuB OmpF, TolABQR 16S rRNaza 
E5 BtuB OmpF, TolABQR tRNaza 
K Tsx OmpF, TolABQR porotvorni 
N OmpF OmpF, TolAQR porotvorni 
S4 OmpW OmpF, TolABQR porotvorni 
Skupina B    
B
*
 FepA TonB-ExbBD porotvorni 
D FepA TonB-ExbBD tRNaza 
Ia
*
, Ib
*
 Cir Cir, TonB-ExbBD porotvorni 
5, 10 Tsx TolC, TonB-ExbBD porotvorni 
M
*
 FhuA TonB-ExbBD inhibicija sinteze peptidoglikana 
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2.4.2 Translokacija kolicinov  
kolicinske molekule, ki vodijo v interakcijo translokacijske domene na N-terminalnem 
delu s proteini translokacijskega sistema , 1998). Prenos kolicinov 
dveh proteinskih sistemih, nujnih za razvoj bakterijske celice, Tol in Ton. Sistem Tol 
uporabljajo za translokacijo kolicini skupine A (A, E1E9, K, N, S4). Kolicini skupine B 
(B, D, Ia, Ib, 5, 10, M) se prenesejo preko sistema Ton (Preglednica 1) (Ahmer in sod., 
1995; Lazdunski in sod., 1998).  
 
Sistem Tol (Slika 3A.) sestavljajo proteini notranje membrane TolA, TolQ in TolR, 
periplazemski protein TolB ter lipoprotein zunanje membrane Pal, ki pa ni potreben za 
transport kolicinov (Lazzaroni in sod., 1995). Kolicini skupine A in kolicina 5, 10 
preko 
, 1998; Cascales in sod., 
2007). Po vezavi na receptor se kolicini delno odvijejo, translokacijska domena je nato 
prenesena preko zunanje membrane s s kundarnim receptorjem in v periplazmi interagira s 
komponento translokacijskega sistema, s TolB, kar prekine interakcijo TolB s Pal. 
jprej s TolA in nato s TolQ 
in/ali TolR (Lazzaroni in sod., 1995). 
 
Sistem Ton (Slika 3B.) sestavljajo trije proteini notranje membrane TonB, ExbB in 
ExbD (Ahmer in sod., 1995; Lazdunski in sod., 1998). Translokacija kolicinov B preko 
energije odvisna. Razen kolicinov 5 in 10 vsi kolicini skupine B za vstop uporabljajo le 
en protein zunanje membrane, ki je hkrati celi
membrane , 1998; Cascales in sod., 2007). Po vezavi translokacijske 
domene na receptor pride do interakcije TonB z zaporedjem TonB receptorja. Nato 
translokacijska domena preide skozi kanal in se 
zaporedja. Temu sledi disociacija in vezava z ExbB in/ali ExbD (Ahmer in sod., 1995; 
Lazdunski in sod., 1998).  
 
Po vstopu translokacijske domene v periplazmo so proteini imunosti nukleaznih kolicinov 
(Duc , 2006)
domene, mora priti (Zakharov in Cramer, 
2004; Cascales in sod., 2007)
periplazmo z neznanim mehanizmom. Morda vstopi po isti poti kot N-terminalna domena 
(Dover in sod., 2000) ali preko zunanje membrane s konformacijskimi spremembami 
(Mosbahi in sod., 2006)
i C-terminalne domene osrednja 
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 , 1992) in N-terminalna domena vezana s 
Tol oz. Ton podenotami (Slika 3) , 1995). 
 
nepotrjeni model vstopa, kjer vstopi v celico celotni 
kolicin preko zunanje membrane in se pri vstopu v celico delno odvije in nato zvije 
nazaj (Hilsenbeck in sod., 2004; Zeth in sod., 2008). 
 
 
Slika 3: Modela vstopa kolicina preko zunanje membrane in periplazme s translokacijskima sistemoma 
Tol in Ton. (A.) Prenos kolicinov skupine A s sistemom Tol. Kolicin  s ponazorjenimi domenami 
(t  translokacijska, r  receptorska, a  ); A  TolA; B  TolB; P  Pal; Q  TolQ; R  TolR; 
Rec  primarni receptor; T  .) Prenos kolicinov skupine B s 
sistemom Ton. B  ExbB; D  ExbD; Rec  prepoznavni receptor in vstopni kanal sistema TonB 
(Cascales in sod., 2007: 194). 
Slika 3: Models of colicin import over the outer membrane into the periplasm using Tol and Ton 
translocation systems. (A.) Import of group A colicins by Tol translocation machinery. Colicin is red, 
with indicated domains (t  translocation, r  receptor binding, c  cytotoxic); A  TolA; B  TolB; P  
Pal; Q  TolQ; R  TolR; Rec  receptor; T  secondary receptor or porin. (B.) Import of group B colicins 
by Ton translocation machinery. B ExbB; D  ExbD; Rec  receptor and import channel of TonB 
system (Cascales in sod., 2007: 194). 
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2.4.3 Mehanizem delovanja kolicinov  
enim od mehanizmov delovanja (Slika 4): najbolj pogosta je tvorba kana oz. pore v 
citoplazemski membrani , , 1998); manj 
pogosta je nukleazna aktivnost, pri kateri pride do cepitve DNA, 16S rRNA in tRNA; 
najmanj pogosta je inhibicija sinteze peptidoglikana (Konisky, , 
1998)   
sko celico (Schaller in sod., , 1998). 
 
 
 
Slika 4: Shematski povzetek vezave, translokacije in delovanja kolici
delovanja in vstopa. O i za 
kolicin B, D, Ia, Ib, M, N. e sekundarni receptorji zunanje membrane, vpleteni v 
translokacijo (OmpF za kolicin A, E2
so   aspartat, H  histidin, N  asparagin, R  arginin, Y  
tirozin (Cascales in sod., 2007: 171). 
Figure 4: Shematic summary of colicin rec ption, translocation and mode of action. Colicins are 
distinguished by their general modes of action and transit machinery. Indicated are outer membrane 
proteins used for reception and translocation (for colicin B, D, Ia, Ib, M, N) and besides primary recepto s 
also outer membrane proteins involved in translocation (OmpF for colicins A, E2-9 K and U; TolC for 
colicins 5, 10 and E1). Indicated are cell targets, the specific tRNA target is indicated by one-letter code: 
D  aspartate, H  histidine, N  asparagine, R  arginine, Y  tyrosine (Cascales in sod., 2007: 171). 
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2.4.3.1 Porotvorni kolicini  
Porotvorni kolicini (A, E1, B, Ia, Ib, K, N, U, 5 in 10) (Slika 4) 
oz. por v citoplazemski membrani, 
depolarizacije membrane , , 1998).  
  
Molekule kolicinov so dobro topne v vodi. C-terminalno domeno sestavlja 10 tesno 
-
Vezavi C-terminalne domene na citoplazemsko membrano sledi odvijanje domene in 
vstavitev hidrofobnih enot v citoplazemsko membrano in oblikvanje kanal  
in sod., 1996; Zakharov in Cramer, 2002). Vstavitev v membrano je orientirana in je 
 strani, torej iz periplazemskega prostora , 
1998). 
na elektronegati 85 mV se kana  zapre (Bourdineaud 
in sod., 1990). 
 domene v in preko citoplazemske 
membrane (Slatin in sod., 1994; Qiu in sod., 1996). Odprtje pore vodi v propad celice, 
saj inducira izstop fosfata in K
+
, kar vodi v pomanjkanje citoplazemskega ATP in 
inhibicijo protonskega gradienta (Lazdunski in sod., 2000). 
 
2.4.3.2 Kolicini z nukleazno aktivnostjo 
Pri nukelaznih kolicinih mora, za razliko od porotvornih kolicinov, 
Slika 5) 
(James in sod., 2002; Cascales in sod., 2007). Pri prehodu DNaznih kolicinov skozi 
rnih kolicinov ni 
napetostno odvisen. Je zelo kratko obstojen in nastane kot posledica strukturnih 
ka. Mehanizem translokacije 
nukleaznih kolicinov preko citoplazemske membrane ni dobro poznan (Lazdunski in 
sod., 1998; Cascales in sod., 2007). Predvideva se, da se nukleazna domena med 
vstopom v citosol razvije in se nato ponovno sama zvije (Cascales in sod., 2007) in da 
ob domene od ostale 
molekule (de Zamaroczy in Buckingham, 2002; Shi in sod., 2005).  
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Slika 5: Pregled sinteze, in delovanja nukleaznih kolicinov. (1) Po sintezi kolicina (receptorska 
domena R  modra, translokacijska domena T    
-protein imunosti je 
proteina lize. (4) Nukleazni kolicini uporabljajo receptor vitamina B12, tuB, kot 
primarni receptor. (5) Translokacijska domena interagira s Tol proteini v periplazmi preko drugih 
membranskih proteinov, protein imunosti se odcepi in pride do translokacije 
(Kleanthous in Walker, 2001: 
625). 
Figure 5: Overview of nuclease colicins ynthesis, export and cytotoxic activity. (1) Following colicin 
(receptor domain R  blue, translocation domain T  green, cytotoxic domain C red), immunity (yellow) 
and lysis protein synthesis (2) immunity protein binds to nuclease domain. (3) Colicin-immunity protein 
complex is released by lysis protein action. (4) Nuclease colicins use vitamin the receptor of vitamin B12, 
BtuB as a primary receptor. (5) Translocation domain interacts with Tol proteins in periplasm through other 
membrane proteins, immunity protein separates, cytotoxic domain translocates over both membranes and 
nuclease activity occurs (Kleanthous in Walker, 2001: 625). 
 
 
2.4.3.2.1 DNazni kolicini 
Kolicini E2, E7, E8 in E9 (Slika 4) , 1998) delujejo na kromosomsko 
DNA  (DNaze)
cepljenjem bakterijskega e 
prelome, ki jih popravljalni mehanizmi ne morejo popraviti. Pri cepitvi nastaneta 
produkt s 5'-fosfatno skupino in produkt s 3'-OH (Pommer in sod., 2001; Cascales in 
sod., 2007).  
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Sredica aktivnega mesta na C-terminalnem koncu molekule kolicina je struktura iz 34 
AK in se imenuje motiv H-N-H (histidin-asparagin-
kovinski kation ali druge dvovalentne katione (Mg
2+
, Ca
2+
delovanje (Pommer in sod., 1998; Kleanthous in sod., 1999; James in sod., 2002).  
 
2.4.3.2.2 RNazni kolicini 
 inhibicijo 
proteinske sinteze zaradi cepitve fosfodiestrske vezi v 16S rRNA (rRNaze) ali tRNA 
(tRNaze) (Slika 4) , 1998). 
 
rRNazni kolicini E3, E4, E6 -OH konca 16S rRNA. 
Ta regija na podenoti ribosoma 30S je dekodirnega centra, kjer 
pride do interakcije mRNA s tRNA (Lasater in sod., , 1998). 
, 1998). 
 
tRNazna kolicina E5 in D cepita enojno fosfodiestersko vez v antikodonski zanki 
 tRNA (Slika 6) (Ogawa in sod., 1999; Tomita in sod., 2000). Kolicin E5 cepi 
antikodonsko zanko tRNA za histidin (His), asparagin (Asn), tirozin (Tyr) in 
asparaginsko kislino (Asp). Tem tRNA je skupno, da imajo na 1. poziciji antikodona, na 
ohlapni bazi (angl. wooble position), analog gvanina Q (angl. queuine). Cepitev v 
antikodonski zanki tRNA se pojavi med 1. in 2. bazo antikodona (Ogawa in sod., 1999). 
Kolicin D cepi tRNA za arginin (Arg)  (Tomita in 
sod., 2000). 
 
 
 
Slika 6: Mesto cepitve tRNA s (A.) kolicinom E5 in (B.) kolicinom D (Masaki in Ogawa, 2002: 434).  
Figure 6: tRNA sites of (A.) colicin E5 and (B.) colicin D transferase activity (Masaki in Ogawa, 2002: 
434).  
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2.4.3.3 Inhibicija sinteze peptidoglikana s kolicinom M
Kolicin M (ColM) je , velik le 271 AK (29,5 kDa), in je z 
vpletanjem v sintezo peptidoglikana  (Braun in sod., 1974; 
Schaller in sod., 1982). Kolicin M je fosfataza, ki inhibira sintezo peptidoglikana s 
hidrolizo pirofosforilne vezi peptidoglikanskega prekurzorja, lipida II (C55-PP-
NAcMur-pentapeptid-NAcGlc) (Slika 7), med lipidnim delom C55 in pirofosforil-
disaharid-peptidnim delom. Pri tem nastane PP-NAcMur-pentapeptid-NAcGlc in 
undekaprenol ali baktoprenol (C55-OH), namesto undekaprenil pirofosfata (C55-PP ali 
undekaprenil fosfat (C55-
sintezi peptidoglikana (El Ghachi in sod., 2006).  
 
55-PP je pri normalni sintezi peptidoglikana po prenosu lipida II preko 
55-P, ki ponovno 
vstopi v reakcijski cikel (El Ghachi in sod., 2006). Z vpletanjem v obnavljanje 
baktoprenola ColM inhibira biosintezo peptidoglikana in O-antigena in 
bakterijskih celic (Braun in sod., 1974; Schaller in sod., 1982; 
Harkness in Braun, 1989). Undekaprenil fosfat C55-P je pri Gram+ in Gram- bakterijah 
-
antigen, teihojska kislina, kapsularni polisaharidi) (Reeves in sod., 1996). 
 
(Braun, 1995; Braun in sod., 2002). Lahko pa vstopi preko zunanje membrane pri 
(Braun in sod., 
1980). Molekula kolicina M se delno odvije med translokacijo preko zunanje 
membrane. Po vezavi kolicina z receptorjem FhuA le-ta najprej reagira s TonB, kar 
odpre poro v FhuA, skozi katero gre N-terminalni konec kolicina M, ki interagira s 
TonB sistema TonB-ExbB-ExbD (Postle, 2007). Ko kolicin M vstopi v periplazmo, ga 
ns-peptidil-prolil 
izomeraza (Saul in sod., 2004), zvije nazaj in ga aktivira s spremembo oblike cis v trans 
(cis-trans izomerizacija peptidil-prolil vezi) (Hullmann in sod., 2008; Barreteau in sod., 
2010; Helbig in sod., 2010)
citoplazemsko membrano, kjer se nahaja njegov substrat, peptidoglikanski prekurzor 
-
terminalnem delu kolicina, pritdi protein na citoplazemsko membrano (Gross in Braun, 
1996; Zeth in sod., 2008).  
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Slika 7: Sinteza peptidoglikanskih lipidnih intermediatov in mehanizem delovanja ColM. Ponazorjeni sta 
notranja (IM) in zunanja (OM) membrana. Encim MraY katalizira prenos pirofosfo-MurNAc-
55-
nastane lipid I; nato encim MurG doda skupino GlcNAc in nastane lipid II, ki je translociran iz notranje 
strani na zunanjo stran membrane. Sledi polimerizacija motiva disaharid-peptapeptid in vstavitev v 
 (angl. penicilin-binding protein) Pri tem se sprosti lipidni 
cepi lipidne intermediate med C55 in pirofosforil-disaharid-peptidom. Inaktivna (I) in aktivna oblika ColM 
(Barreteau in sod., 
2010: 12379). 
Figure 7: Synthesis of peptidoglycan lipid-linked intermediates and mode of action of ColM. Presented 
are inner (IM) and outer (OM) membranes. The MraY enzyme catalyzes the transfer of the phospho-
MurNac-pentapeptide from the nucleotide precursor onto the carrier lipid undecaprenyl phosphate (C55-
P), yielding lipid I; subsequently, the MurG enzyme adds the GlcNAc moiety, yi lding lipid II, which is 
translocated from the inner side of membrane to the outer side. Thereafter, the disaccharide-pentap ptide 
motif is polymerized and incorporated into the peptidoglycan through the action of the penicilin-bindi g 
proteins (PBPs) rel asing the lipid carrier in a pyrophosphate form that will be recycled. Incoming ColM 
is activated by FkpA in the periplasm and cleaves the lipid-l nked intermediates between C55 and 
pyrophosphoryl-disaccharide-peptide. ColM inactive (I) and active (A) conformations are represented in 
green, the reception and translocation domains of ColM are represented in red and yellow, respectively 
(Barreteau in sod., 2010: 12379). 
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2.5 I 
lastnemu kolicinu, ker proizvajajo tudi 
 protein imunosti (Imm), ki interagira s C-terminalno domeno kolicina in 
ga inaktivira (Slika 5). Sintetizira se konstitutivno v nizki ravni, da 
bakterijo pred lastnim kolicinom , 1998). 
 
Poleg mehanizma imunosti dva mehanizma zagotavljata odpornost bakterijskih celic 
proti delovanju drugih kolicinov: (a) odpornost zaradi spremembe receptorja za kolicin 
z mutacijo ali zaradi odsotnosti kolicinskega receptorja; (b) toleranca zaradi odsotnosti 
funkcionalnega sistema translokacije kolicin
funkcionalen , 1998). 
70 % naravnih izolatov E. coli odpornih proti najmanj enemu kolicinu in 30 % izolatov 
proti m (Gordon in sod., 1998). 
 
2.5.1 Imunost porotvornih kolicinov  
Kolicinogeni sevi imajo od 10
4
- do 10
7
- Proteini 
imunosti porotvornih kolicinov se nahajajo v citoplazemski membrani celic 
proizvajalskega seva
zunanje strani oz. periplazme, pa naj bo to lastni kolicin ali kolicin proizveden od 
celice. je polarnost 
transmembranskega potenciala obratna kot je potrebna za odprtje pore (Song in Cramer, 
1991). 
se p ili  odpiranje 
kanal a ali blokirali odprti kanal  , 1986; Zhang in Cramer, 1993; 
Espesset in sod., 1996). 
 
2.5.2 Imunost nukleaznih kolicinov 
Proteini imunosti nukleaznih kolicinov jo celice proizvajalskega seva pred 
eksogenimi in endogenimi kolicini. 
njegovo encimsko delovanje ter propad proizvajalske celice. Kompleks kolicin-protein 
imunosti je 
 do sprostitve proteina imunosti (Sidikaro in Nomura, 1974; 
, 2006). Proteini imunosti inaktivirajo nukleazne kolicine z neposredno 
vezavo na aktivno mesto s posnemanjem substratne RNA (proteini Imm tRNaz) (Graille 
in sod., 2004; Luna- , 2006) ali z vezavo na mesto zraven aktivnega 
proteini Imm DNaz in rRNaz) 
(Kleanthous in sod., 1999; Kleanthous in Walker, 2001).  
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2.5.3 Imunost kolicina M 
Kolicin M je za razliko od drugih encimskih kolicinov iz celice brez vezanega 
proteina imunosti. Protein imunosti se nahaja v periplazmi, pripet na citoplazemsko 
membrano, kjer naj bi kolicin deloval. Protein imunosti kolicina M je pripet z N-
terminalnim koncem v citoplazemski membrani -
polipeptida razprostira v periplazemskem prostoru. 
citoplazemski membrani, je inaktiviran s proteinom imunosti v periplazmi 
in Braun, , 1991)
kolicin z vezavo v kompleks ali  z neznanim 
mehanizmom (Gerard in sod., 2011). Kolicin M ne deluje na citoplazemski strani 
notranje membrane, po vsej verjetnosti zato, ker je kolicin M v neaktivni obliki dokler 
ni aktiviran s proteinom FkpA po vstopu preko zunanje membrane v periplazmo 
(Harkness in Braun, 1990; Hullmann in sod., 2008; Barreteau in sod., 2010; Helbig in 
sod., 2010). 
 
2.6 URAVNAVANJE SINTEZE KOLICINOV 
mehanizmi. Vsem je skupno uravnavanje 
(Schnarr in sod., 1991). Pod normalnimi 
pogoji je z represorjem LexA 
, ki je 
 
, 1998; Mulec in sod., 2003; Mrak in sod., , 
2010). Po indukciji sinteze kolicinov z dejavnikom, ki inducira SOS, pa se lahko sinteza 
 
protein v celici (Herschman in Helinski, 1967; Salles in sod., , 
1998)
 Po indukciji kolicinov, ki imajo zapis za 
(Herschman in Helinski, 1967; Cavard, 1991). 
 
d 
kolicina do kolicina. gulator transkripcije kolicinskih 
operonov, tudi drugi represorji in aktivatorji v povezavi z okoljskimi signali uravnavajo 
 nekaterih kolicinskih operonov. Bakterije lahko proizvajajo kolicine kot dziv 
na pomanjkanje hranil (angl. stringent response) (Lotz, -Bertok, 
1999), pri katabolni represiji (Ebina in Nakazawa, 1983; Salles in sod., 1987), v 
stacionarni fazi rasti (Salles in sod., 1987; Eraso in sod., -Bertok, 
1999), pri anaerobiozi (Eraso in Weinstock, 1992), in ob spremembi temperature 
(Kennedy, 1971; Cavard, -Bertok, 1999; Butala in sod., 2008). 
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je sin . Kolicinogeni sevi z 
imeli kompetitivno prednost v  
 -Bertok, 1999). 
 
2.6.1 kolicinskih  genov s sistemom SOS 
2.6.1.1 Mehanizem indukcije SOS 
Odziv SOS pri E. coli 
genov, katerih produkti so vpleteni pri i, popravilu, podvojevanju, mutagenezi in 
presnovi DNA ter kontroli  Henestrosa in sod., 2000; 
Courcelle in sod., 2001; Friedberg in sod., 2005). Med drugim uravnava tudi 
transkripcijo kolicinskih operonov (Little in Mount, 1982). iji 
odziva SOS imata 2 proteina: represor LexA in induktor RecA (Walker, 1996). Med 
vezavno zaporedje (angl. SOS box), prisotno v promotorski regiji obeh lexA in recA ter 
vseh ostalih genov, ki pripadajo sistemu SOS (Lewis in sod., 1994). RecA deluje kot 
(ssDNA) na katere 
filament RecA-ssDNA s proteazno aktivnostjo (Little, 1991)
RecA* stimulira avtocepitev prostega LexA (Butala in sod., 2011). Ob sprostitvi LexA 
(Giese in sod., 2008). Ko 
koncentracija necepljenega represorja LexA v celici pade, sledi derepresija genov SOS, 
med drugim tudi gena lexA, saj je ta avtoreguliran (Little in sod., 1980; Little, 1991). 
Konstantna produkcija LexA med odzivom SOS zagotavlja, da takoj, ko je DNA 
in ter 
vezanega na ssDNA p  (Slika 8) 
(Friedberg in sod., 2005; Michel, 2005). 
. Slednji je s 
(Huisman in sod., 1984). 
celic (Robin in sod., 1990). 
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Slika 8: Potek dogajanj med odzivom SOS (Michel, 2005: e255). 
Figure 8: Course of events during SOS response (Michel, 2005: e255). 
 
 
kot 
so UV, mitomicin C, nekateri antibiotiki in druge kemikalije (Friedberg in sod., 2005; 
Kelley, 2006; Erill in sod., 2007), 
spremembe pH (Dri in Moreau, 1994), tlak (Aertsen in sod., 2004), prehod iz 
eksponentne v stacionarno rast in stradanje celicter (Taddei 
in sod., 1995; Koch in Woodgate, 1998). 
 
2.6.1.2 Lastnosti vezave represorja LexA na DNA 
e dimer LexA (Schnarr in sod., 1991). LexA 
vezavno zaporedje pri E. coli je 16 nt dolgo ohranjeno palindromsko zaporedje 
CTG(N)10CAG (Lewis in sod., 1994; Erill in sod., 2003), n
promotorski regiji gena induciranega s SOS. Vezava LexA 
polimeraze in s tem . 
 
Vsi geni SOS imajo v promotorski regiji ohranjeno LexA vezavno zaporedje. Vendar 
sama pozicija in majhne razlike v nukleotidnem zaporedju 
afiniteto
uravnana (Berg in von Hippel, 1987; Schnarr in sod., 1991)
LexA sta mesti CTG in CAG, saj sta najbolj ohranjeni, vendar so tudi ostali nt 
pomembni (Schnarr in sod., 1991). 
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Pod normalnimi pogoji rasti so geni . Osnovna raven 
 SOS (Sassanfar in Roberts, 1990) o indukciji se med geni 
razlikuje (Janion, 2001; Ronen in sod., 2002) in je odvisna od ohranjenosti LexA 
vezavnih zaporedij, od pozicije v promotorski regiji 
 (ydjM, lexA,cxa) ali tri (le recN) (Schnarr in 
sod., 1991). 
 
2.6.1.3 Uravnavanje transkripcije kolicinskih genov z LexA 
(Little in 
Mount, 1982). Kolicinski promotor ima dve zaporedni i LexA vezavni 
zaporedji, ki se nahajata navzdol od 
(Lewis in sod., 1994). Na zaporedji se 
a 
transkripcijo , 1991; Schnarr in sod., 1991; Lu in Chak, 1996). Poleg 
k 
oviranju transkripcije , 1988b; Butala in sod., 2009). 
 
Kolicini pod normaln
(Mulec in sod., 2003; Mrak in sod., 2007; 
, 2010)
odziva SOS (Herschman in Helinski, 1967; Salles in sod., 1987; Ronen in sod., 2002; 
Butala in sod., 2012). 
30 minutnim zamikom v 
primerjavi z ostalimi geni sistema SOS. 
, 
in ne pride do represije kolicinskega operona. Tako je produkcija kolicina omejena na 
(Salles in sod., 1987).  
 
(Herschman in 
Helinski, 1967; Salles in sod., 1987). finiteta LexA za promotorje genov 
o  geni 
DNA. LexA je pri bolj konsenznem zaporedju, in dveh 
genov kolicinov in ostalih 
genov odziva SOS (Friedman in sod., 2005; Mrak in sod., 2007). 
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2.6.2 Uravnavanje  z okoljskimi dejavniki  
kot so pomanjkanje hranil, sprememba pH, anaerobioza, produkcija metabolitov ali 
kolicinskih -Bertok, 1999).  
 
2.6.2.1 Odvisnost od faze rasti in posledice pomanjkanja hranil 
a je bilo ugotovljeno, da je 
transkripcija odvisna od faze rasti in 
stacionarni fazi rasti, ko pride do primanjkovanja hranil. Tako je bilo za kolicina K in 
(Eraso in sod., 1996; 
-Bertok, 1999). Mulec in sod. (2003) so pokazali, da v odsotnosti 
 cka v 
stacionarni fazi zaradi pomanjkanja hranil (Mulec in sod., 2003). Tudi za kolicin A, N, 
E1 in E7 je bilo pokazano, da je v stacionarni fazi majhen del  
kolicinske gene sod., 2010). Prav tako je gen za kolicin Ia induciran pri 
s npr. v spodnjem delu prebavnega trakta 
(Gordon in O'Brien, 2006). 
 
2.6.2.1.1  
Ko celice izrabijo hranila, se zarad
-ti ustavijo. To 
uravnavata proteina RelA in SpoT. ppGpp 
prepisovanje genov potrebnih za rast in delitev celic in pozitivno uravnava odziv na 
pomanjkanje aminokislin in s tem transkripcijo biosinteznih genov za aminokisline. 
(Magnusson in sod., 2005; Traxler in sod., 2008)
kolicinov (Lotz, -Bertok, 1999; Kuhar in sod., 2001). 
 
 E1 in E3 3 do 4-krat 
(Lotz, 1978). Pri kolicinu K je bilo ugotovljeno, da prisotnost nekaj redkih kodonov v 
, in da 
posredno uravnava translacijo mRNA kolicina K -Bertok, 1999; Kuhar 
in sod., 2001). 
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2.6.2.1.2 Katabolna represija 
encimov, ki razgrajujejo druge vire, inhibirana, kar imenujemo katabolna represija. 
ov teh encimov le v prisotnosti 
aktivatorskega proteina CRP (angl. cAMP receptor protein) v kompleksu s cAMP 
pomanjkanju glukoze. Ko je glukoza v izobilju, inhibira nastanek cAMP in stimulira 
njegov transport iz celice. Za transkripcijo genov uravnanih s katabolno represijo m ra 
(Madigan in 
sod., 2003). Katabolna represija pa uravnana tudi sintezo nekaterih kolicinov. 
 
kakor je (Salles in sod., 1987)
promotorja gena za kolicina E1 sta dve vezavni mesti za kompleks CRP-cAM  (Ebina 
in Nakazawa, 1983; Salles in Weinstock, 1989)
(Shirabe in sod., 1985) -
-Bertok, 1999). 
 
2.6.2.2 Anaerobioza 
Escherichia coli 
prebavnem traktu, lahko pojavi v anaerobnem okolju. Protein FNR je globalni 
transkripcijski regulator genov za anaerobno respiracijo in sorodnih poti v odzivu na 
aerobnih pogojih v neaktivni obliki zaradi oksidacije skupine 4Fe-4S v senzorni domeni 
v Fe-
transkripcijo (Unden in Bongaerts, 1997; Grainger in sod., 2007). Produkcija nekaterih 
kolicinov je lahko stimulirana tudi z anaerobiozo. 
 
Pod anaerobnimi pogoji transkripcijo nekaterih kolicinov inducira protein FNR z 
vezavo aktivne oblike v  promotorja. Za kolicin E1 je bilo pokazano, da je po 
kolicina v primerjavi z aerobnimi pogoji tudi do 45- (Eraso in Weinstock, 
1992). Anaerobioza prav tako delno tudi vpliva na transkripcijo kolicina K (Kuhar in 
-Bertok, 1999). 
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2.6.2.3 Temperatura 
(Coote, 
1991; Leimeister-Wachter in sod., 1992; Puente in sod., 1996), 
na sintezo kolicinov. Za kolicin K je cka 
indukcijo v toplokrvnem gostitelju -Bertok, 1999). Tudi za kolicina E1 
(Kennedy, 1971) in 
(Cavard, 1995). Vpliv temperature na 
sintezo kolicinov E1, K, N in E7 so pokazali tudi Butala in sod. (2008), saj je bilo v 
- cina so dokazali, 
da se temperaturno odvisno uravnavanje 
cka -kratna 
indukcija transkripcije, medtem ko -kratna, in ker temperatura na 
pri od temperature odvisnem 
uravnavanju 
(Butala in sod., 2008).  
 
2.6.2.4  kolicinov v odvisnosti od globalnega regulatorja IscR 
Pri pre vanju kolicina K so se pojavljala namigovanja, da bi lahko bili  
gena cka poleg LexA 
nihajo kot odgovor na okoljske signale. Ti bi lahko odstranili LexA iz promotorjev ali 
aktivirali transkripcijo brez odmaknitve LexA -Bertok, 1999; Mulec in 
sod., 2003; Mrak in sod., 2007; Butala in sod., 2008). Pred kratkim je bilo ugotovljeno, 
gena cka kolicina K pol uravnano z regulatorjem IscR, ki 
pomaga pri stabilizaciji LexA na LexA vezavnih zaporedjih in je odgovoren za zamik v 
E1 in A, imajo le slednji trije IscR vezavno zaporedje, ki se prekriva z 35 
odziva SOS. Koncentracija IscR se tekom rastne faz  
LexA iz promotorjev  (Butala in sod., 2012). IscR je protein s Fe-S 
centrom (angl. iron-sulphur cluster regulator), ki deluje kot represor ali aktivator za 
uravn E. coli. IscR je regulator transkripcije genov 
vpletenih v nastanek in popravilo - vih centrov Fe-S proteinov in drugih 
genov, ki kodirajo proteine s Fe-S (Nesbit in sod., 2009). 
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2.6.3 drugimi  mehanizmi 
2.6.3.1 Uravnavanje sinteze proteina lize na nivoju translacije s proteinom CsrA 
anja gena aktivnosti je tudi uravnavanje sinteze proteina lize 
kompleksno in ni omejeno 
transkripcijskega terminatorja v medcistronski regiji ce in cel (Sabik in sod., 1983; 
, 1988a; Chak in sod., 1991). Kljub temu, da je protein lize nujen za 
(van 
der Wal in sod., 1995), zato mora biti regulacija skrbno nadzorovana. Nedavno je bilo 
ugotovljeno  za protein lize kolicina E7, LysE7, dodatno uravnano 
del ce7l mRNA (Yang in sod., 
2010). Aktivnost CsrA je negativno uravnana s CsrB in CsrC, majhnima regulatornima 
(Liu in sod., 
1997). Med odzivom 
aktivnost CsrA in represijo translacije proteina Lys. CsrA deluje kot modulator, ki 
a
Primerjali so tudi medcistronske regije cei-cel kolicinov skupine E (E2, E3 in E6 do E9) 
in ugotovili 99 % podobnost med njimi, zato so postavili hipotezo, da protein CsrA 
verjetno uravnava tudi sintezo proteinov lize drugih kolicinov skupine E. Regulacija s 
CsrA zagotavlja, da po indukciji odziva SOS pri populacijah s temi kolicini ne pride do 
 (Yang in sod., 2010). 
 
2.6.3.2 Avtoregulacija  
Avtoregulacija translacije s proteinom imunosti je bila predlagana z operon kolicina 
E7. Dimer ImmE7 naj bi imel RNazno aktivnost, ki cepi lastno policistronsko mRNA v 
sekundarni strukturi cE7i in tako inducira razgradnjo 5' konca 
mRNA gena cE7a ranslacijo 3' konca mRNA gena cE7l. Ker se 
ImmE7 sintetizira konstitutivno, je proteina imunosti dovolj, da s kontrolo translacije 
SOS. Ob dolgotrajni SOS indukciji k
cel (Hsieh in sod., 1997). 
 
Iz
i protein lize kolicina A lahko imel 
vlogo aktivatorja transkripcije lastnega kolicinskega operona in tako samega sebe. 
Predlagal je tudi, da bi ta regulacija lahko bila skupna vsem proteinom lize (Cavard, 
1997). Podobna vloga regulacije s proteinom lize j
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operona kolicina E8, kjer je zaradi prisotnosti transpozona v genu lize bila signifikantno 
(Lawrence in James, 1984). 
 
Nekateri kolicini so sposobni avtoinducirat zaradi 
indukcije odziva SOS v  
v proizvajalskih celicah stimulira omejeno 
. Razlog bi naj bil, da je proteina 
.  
dov  (Pugsley, 1983). Za DNazni kolicin E9 je bilo 
ugotovljeno, da inducira odziv SOS v tretiranih celicah E. coli, medtem ko ga 16S 
rRNaza E3 ni inducirala (Walker in sod., 2004; Vankemmelbeke in sod., 2005). 
, ki so vsebovali 
DNazne kolicine E2, E7 in E8, RNazne kolicine E3, E4, E5, E6 in D ter porotvorne 
kolicine A, B, E1, Ia in Ib na indukcijo odziva SOS v sevu E. coli ugotovili, da le 
DNazni kolicini inducirajo odziv SOS (Abraham in sod., 2011). Dokazano je bilo, da 
SOS (Majeed in sod., 2011). 
 
2.7 EVOLUCIJA KOLICINOV IN PLAZMIDOV pCol  
Kolicinogene celice imajo lahko zapis za 2 kolicina na enem plazmidu (kolicin B in M) 
, 1998), ali dodatne gene za protein imunosti. Tako imata operona 
kolicinov E3 in E6 na plazmidih pColE3-CA38 in pColE6-CT18 
protein imunosti proti kolicinu E8 (Chak in James, 1984; Masaki in Ohta, 1985; Akutsu 
in sod., 1989). Prav tako imajo lahko proizvajalske 
plazmidov p imi skupinami 
, 1998). - in intergenskih 
rekombinacij med evolucijo kolicinskih genov in celih plazmidov pCol in na skupni 
izvor in evolucijo kolicinskih operonov (Watson in sod., 1985; Riley, 1993a). 
Evolucijska diferenciacija genov za kolicine, proteine imunosti in lize, kot tudi 
evolucija samih plazmidov pCol, je posledica mutacij, transpozicij in rekombinacij 
(Riley, 1993a; James in sod., 1996). Analiza zaporedij c  domen ni pokazala 
nobenih sorodnosti z zgleda, da kolicini izvirajo 
neodvisno od njih (Braun in sod., 1994). Tudi proteini lize imajo zelo podobno AK 
(Riley, 1993a; Braun in sod., 1994) 
 
(Riley, 1993a; Braun in sod., 1994), 
(Cascales in sod., 2007) sta 
ivna selekcija in 
rekombinacija (Tan in Riley, 1997). Ta delita kolicine na dve glavni evolucijski liniji, ki 
(Riley, 1993a). 
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2.7.1 Evolucija z rekombinacijo 
Porotvorni kolicini se pojavljajo pogosteje kot nuklezni kolicini
podobnost celotnega proteins
je odgovorno za nastanek novih kolicinov (Riley, 1998).  
 
2.7.2 Evolucija s selekcijo 
trenutno raznolikost nukleaznih kolicinov. Ti 
kolicini si delijo nedavnega skupnega prednika. Njihova zaporedja DNA so 50 do 97 % 
 v dveh korakih, mutacije in pozitivne selekcije 
(Slika 9) (Riley, 1993a; Tan in Riley, 1997)  
imunosti in delovanja. Najprej pride do mutacije v genu imunosti, kar 
proizvajalskemu sevu s to mutacijo imunost
kolicini (Riley in Gordon, 1992; Gordon in sod., 1998). V nadaljevanju nastane 
mutacija v kolicinskem genu, ki odgovarja mutaciji v genu za protein imunosti. Tako 
nastanejo novi kolicini, proti katerim prvotni 
selektivne prednosti tak sev lahko hitro nadomesti prvotnega (Riley in Wertz, 2002a). 
proteinov, ki se najbolj razlikuje v regiji vpleteni v vezavo imunosti in delovanja, kot je 
vidno pri nukleaznih kolicinih (Riley, 1993b).  
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Slika 9: a
mutacija v genu proteina imunosti (zvezdica : pred prvotnim, lastnim in ozko 
so  ko prvotni protein imunosti le pred lastnim in novim 
kolicinom b.) Nato se pojavi mutacija v delu kolicinskega gena (druga zvezdica), 
vpletenem v vezavo s proteinom imunosti in nastane ec emu 
kolicinu, prvotnemu (Riley in 
Wertz, 2002a: 360). 
Figure 9: The hypothesis of diversifying selection invokes two steps in the generation of a novel 
immunity function. (a.) A point mutation in the immunity gene (asterisk) generates a broadened immunity 
function: immunity to its own producer, its ancestor, and to other closely related colicin producers 
(marked with gray arrows). The ancestral colicin encoding strain is immune to its colicin and to the 
evolved colicin (noted with black arrows). (b.) A paired mutation occurs in the immunity-binding portion 
of the evolved colicin gene - a second asterisk). The evolved strain is 
immune to itself, its ancestor, and other colicins. However, the ancestral strain is now no longer immune 
to the evolved strain (noted with x)(Riley in Wertz, 2002a: 360). 
 
 
2.7.3 Evolucija kolicina M  
Kolicin M je edini kolicin, ki  zaporedja 
kolicina je pokazala podobnost regije kolicina M, ki ji je pripisana fosfatazna aktivnost, 
 vrst rodu Pseudomonas in Burkholderia, katerih 
odprti bralni okvirji so homologni kolicinu M (Zeth in sod., 2008). Osrednja in N-
terminalna domena nista podobni tistim homolognih bakteriocinov, kar potrjuje, da 
podobnosti med receptorskimi in translokacijskimi in fosfataznimi domenami podpira 
hipotezo, da so se kolicini razvili s horizontalnimi genskimi prenosi plazmidov in 
izmenjavami funkcijskih domen (Roos in sod., 1989; Braun in sod., 2002; Zeth in sod., 
2008)
no receptorsko in translokacijsko domeno (Zeth in sod., 2008).  
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2.8 EKOLOGIJA KOLICINOV 
E o ni jasna, zato se raziskavam tega 
pozornosti. Produkcija substanc s protimikrobnimi lastnostmi, kot so kolicini, je ed n 
od .  
(Campbell, 1981). nost 
populacijski dinamiki in ohranjanju mikrobne pestrosti , 2002; Kerr in 
sod., 2002). Kolicini so pomembni v kompetitivnih interakcijah 
, saj ijo vdor seva v  in 
vdor sevov drugih vrst v zasedeno  celic (Dykes, 
1995; Gordon in Riley, 1999). Ker je delovanje kolicinov omejeno na iste ali zelo 
sorodne vrste, imajo v znotrajvrstnih kot medvrstnih 
kompetitivnih interakcijah bakterij (Cz , 2002; Majeed in sod., 2011).  
 
sevov E. coli 
kot en tip bakteriocinov. Proizvodn
razpon delovanja, saj lahko sev , ki 
ima zapis za samo enega od teh dveh, ker ni imun proti drugemu kolicinu. Poleg tega 
(Gordon in 
O'Brien, 2006).  
 
Od 30 do ih izolatov sevov E. coli je kolicinogenih, vendar je malo 
olicinogenost veliko po
kome
(16 %) (Riley in Gordon, 1992). Ni jasno ali je kolicinogenost samostojen neodvisni 
dejavnik patogenosti ali je marker povezan z drugimi dejavniki virulence. Veliko 
patogenih sevov ima tudi zapise za kolicine, npr. kolicin V (sedaj klasificiran kot 
, 
(Waters in Crosa, 1991). Poleg tega 
je bila opisana povezava med kolicinogenostjo in patogenezo pri uropatogenih sevih E. 
coli (O'Brien in sod., , 2010).  
 
2.8.1 Modeli znotrajvrstne populacijske dinamike  
kolicinogene bakterije v bakterijski . Chao in Levin (1981) sta pokazala, da je 
kolicinogenega seva v prostorsko strukturiranem okolju veliko kot 
v nestrukturiranem (Chao in Levin, 1981). V nestrukturiranem okolju, kot je dobro 
na populacija producentov ne more vdreti v 
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in letalnost produkcije. Hranila, , so 
terijam. Producent izumre, ker je hitrost 
 
ki nosi breme produkcije (Nakamaru in Iwasa, 2000).  
(Kerr in sod., 2002). 
 
 poleg proizvajalskega ga 
odporen sev, ki ne proizvaja kolicina (Durrett in Levin, 1997; Nakamaru in Iwasa, 
2000). Nastala je hipoteza o interakcijah med temi tremi sevi -
-  Pri tem je proizvajalski sev us saj je le-ta 
inhibiran zaradi kolicina aterega energijski 
energije za zagotovitev imunosti ali 
 
pridobivanja esencialnih ranil. 
 i kot   V 
nestrukturiranem okolju ta medsebojna nad
obstajajo vsi trije tipi, , 
sevov skoraj konstanten (Lenski in Riley, 2002). Kolicini v naravnem okolju, kjer dobro 
 (nestrukturiranih) 
- - (Kerr in sod., 2002). To dinamiko pojava 
rdila tudi in vivo 
d (Kirkup in Riley, 2004). 
 
Vsi navedeni modeli in eksperimentalni testi so bili omejeni na populacije z enim 
proizvajalskim sevom enega kolicina. Zato so -
-  i 
Po tem modelu veliko 
odporn To stanje 
kolicinom , 2002) ja 
kolicinov v naravnih populacijah podobna napovedim tega modela. Od 10 do 50 % 
sevov E. coli 
(Gordon in sod., 1998)
pogostih horizontalnih prenosov rezistenc in velikega bremena produkcije kolicinov ali 
u , 2002). 
 Escherichia coli n izr .  
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. fakulteta, 2013 
31 
 
2.9 UPORABA KOLICINOV IN OBETI 
Kolicini in njihovi zapis  uporabljajo v biotehnologiji in molekularni 
biologiji 
kolicinov iz proizvajalsk
molekularnih mehanizmov teh procesov, pomembnih tudi za razvoj novih zdravil 
, 1998). 
velik potencial za uporabo v medicini ndustriji, tako kot antibiotiki, sevi, ki 
jih proizvajajo pa kot probiotiki , 1998; Riley in Wertz, 2002b; Gillor 
in sod., 2005; Diez-Gonzalez, 2007; Gillor in sod., 2008a).  
 
2.9.1 Kolicini kot laboratorijsk a orodja 
Plazmid pColE1 je bil eden prvih vektorjev za kloniranje izdelanih 
 leta 1974 (Hershfield in sod., 1974). Zaporedje ori plazmida 
(Armstrong 
in sod., 1977). 
 
Kolicin so uporabili tudi v poskusu bioremediacije, kjer so kolicinsko aktivnost 
uporabili v 
Pseudomonas putida z o lastnostjo razgradnje toluena. Gen za kolicin E3 
so vstavili pod strogo nadzorovano uravnavo iz a v kromosom P. putida, tako da 
pride do indukcije kolicina E3, ko ni toluena; zato so bakterije  le, ko je toluen 
popolnoma razgrajen.  z 
genom za kolicin na plazmidu in za njegovo imunost v kromosomu (Munthali in sod., 
1996). Sevi s fuzijami promotorjev kolicinskih genov z gfp pa 
sulA, recA, umuDC odziva SOS (Norman in sod., 2005; 
Abraham in sod., 2011).  
 
V biotehnologiji 
proteinov, za produkcijo stabilnih in topnih proteinov v supernatantu (Wan in Baneyx, 
1998; Anderluh in sod., 2003). Inducibilna produkcija proteina lize  
 topnih in stabilnih rekombinantnih periplazemskih in citoplazemskih 
proteinov v  (van der Wal in sod., 1995).  
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2.9.2 Kolicini  v zdravstvu in  
Zaradi pretirane uporabe  
rezistenc v patogenih in komenzalnih bakterijah (Neu, 1992; Walker in Levy, 2001) e 
Enterobacteriaceae (Lautenbach in 
sod., 2001; Paterson, 2006; Kumarasamy in sod., 2010)
antibiotikov v  za zdravljenje in 
zaradi relativno ozkega spektra 
delovanja (Gillor in sod., 2004) in ve aplikacije in delovanja 
(Gillor in sod., 2005). 
 
e . Svinje, govedo in 
in vitro 
e E. coli O157:H7 (Jordi in 
sod., 2001)
(Walterspiel in sod., 1992). In vivo raziskave 
, da vsakodnevno dodajanje kolicinogenega seva z zapisom za ColE7 krmi, 
E. coli O157:H7 med 
govedom (Schamberger in sod., 2004; Diez-Gonzalez, 2007). Predlagana je bila 
uporaba kolicina kloniranega v krmi, zato so razvili transgeno koruzo sposobno 
, da so za protimikrobno uporabo kolicini lahko klonirani 
v rastline (Schamberger in sod., 2004). Kolicin B in E se prav tako komercialno 
uporabljata za preventivo in zdravljenje patogenih sevov E. coli v novorojenih svinjah 
(Gillor in sod., 2005). In vitro so dokazali, da kolicinogeni sevi zavirajo tudi 
seve vrste Salmonella (Zihler in sod., 2009). 
 
Zaradi protimikrobnih lastnosti in relativno ozkega razpona delovanja bi lahko kolicine 
uporabljali  
(Riley in Wertz, 
2002b). Kolicine bi 
uropatogenimi sevi E. coli (Trautner in sod., 2005). Za nekatere kolicine so potrdili  tudi 
proti  tako in vitro kot in vivo, zato bomo morda v prihodnosti kolicine 
lahko uporabili tudi pri zdravljenju nekaterih tipov tumorjev (Farkas-Himsley in 
Cheung, 1976; , 1978; , , 2003; 
Lancaster in sod., 2007).  
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2.9.2.1 Uporaba kolicina M 
Kolicin M je edinstven kolicin, ki hidrolizira peptidoglikanski prekurzor lipid II 
(Cascales in sod., 2007). V genomih nekaterih patogenih vrst rodu Pseudomonas in 
Burholderia so opisani geni, ki kodirajo proteine z zelo podobno C-terminalno regijo 
kot pri kolicinu M. In vitro testi so pokazali, da cepijo lipid II na isti poziciji kot ColM. 
Kot kolicini imajo ozek spekter delovanja na sorodne vrste zaradi receptorjev 
(Barreteau in sod., 2009). 
Dejstvo, da je lipid II esencialen za rast in najden v vseh bakterijah, je odprlo pot k 
 
antibiotikov. Predpogoj za to je dostop do lipida II iz zunanje strani citoplazemske 
membrane v odsotnosti transporterjev in hidroliza heterologov lipida II ne glede na 
medvrstne strukturne variacije. Dokazano je, da ima 
 pri E. coli kot cel protein in da za vstop in aktivacijo 
ne potrebuje drugega proteina (Barreteau in sod., 2010). Poleg tega je bilo dokazano in 
vitro, da ColM lahko hidrolizira  lipida II Gram pozitivnih in Gram negativnih 
bakterij, vendar  na Gram pozitivne bakterije in vivo ni bilo, verjetno zaradi 
sloja peptidoglikana (Patin in sod., 2012). Z
strukturnih razl e ColM 
ki bi jim s proteinskim dostop do zunanje strani 
citoplazemske membrane Gram pozitivnih in Gram negativnih bakterij (Barreteau in 
sod., 2012; Patin in sod., 2012). 
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3 MATERIALI  IN METODE   
3.1 MATERIALI  
3.1.1 Bakterijski sevi  
3.1.1.1 Laboratorijski sevi bakterije Escherichia coli 
 
Preglednica 2: Laboratorijski sevi E. coli. 
Table 2: Laboratory E. coli strains. 
 
sev genotip in lastnosti vir  
 
lacZ lacZYA-argF)U169 endA1 recA1 hsdR17 
deoR thi-1 supE44 gyrA96 relA1 
Invitrogen Life 
Technologies, ZDA 
RW118 
thr-1 araD139 (gpt-proA)62 lacY1 tsx-33 supE44 galK2 
hisG4 rpsL31 xyl-5 mtl-1 argE thi-1 sulA211 
R. Woodgate 
RW464 RW118 recA R. Woodgate 
RW542 RW118 lexA51 (Def) R. Woodgate 
BL21(DE3) 
F
 
dcm lon ompT hsdS(rB
-
 mB
-
) gal (DE3) 
Sev ima v gen int vstavljen gen za RNA polimerazo faga T7, 
ki je pod kontrolo promotorja lacUV5 in represorja lacI. Za 
e T7 je uporabljen IPTG. 
Sev  sintezo proteinov in 
enostavno indukcijo katerega koli gena, ki je pod kontrolo T7 
promotorja in ima ribosomsko vezavno mesto. Nima lon 
proteaze in ompT proteaze zunanje membrane, ki lahko 
razgradita proteine med izolacijo. 
G. Anderluh 
BL21(DE3) 
pLysS 
 
Sev BL21(DE3) s plazmidom pLysS, ki ima zapis za lizocim 
faga T7, inhibitorja polimeraze T7, oz. odpravi 
promotorja,  polimeraza T7 na 
transformiranem plazmidu, ko ni indukcije. 
G. Anderluh 
ENZ1257 fuzija sulA-lacZ na kromosomu Moreau, 2004 
MG1655 F- lambda- ilvG- rfb-50 rph-1 
laboratorijska zbirka 
Katedre za molekularno 
genetiko in biologijo 
mikroorganizmov 
MG1655 U-
66 
MG1655 s pSC101 brez lastnega promotorja Zaslaver in sod., 2006 
CL127 trp
- 
 pro
- 
 phe
- 
 his
- 
 nal
R 
 Hy
-
 ex
-
 Tn
3
 (Ap
R
) pHly152-T8 W. Goebel 
BW25113 
F- (araD-araB)567 lacZ4787(::rrnB-3), lambda
-
, rph-1, 
(rhaD-rhaB)568, hsdR514 
Baba in sod., 2006 
JW2515 BW25113 iscR  Baba in sod., 2006 
JW3721 asnC Baba in sod., 2006 
JW5567 yihW Baba in sod., 2006 
  se nadaljuje 
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nadaljevanje   
Preglednica 2: Laboratorijski sevi E. coli. 
sev genotip in lastnosti vir  
JW3386 glpR Baba in sod., 2006 
JW0824 deoR Baba in sod., 2006 
JW0494 allR Baba in sod., 2006 
JW2676 srlR Baba in sod., 2006 
JW1149 BW25113 ycgE Baba in sod., 2006 
JW1586 dgsA Baba in sod., 2006 
JW2947 glcC Baba in sod., 2006 
JW1759 ydjF Baba in sod., 2006 
JW5698 frlR  Baba in sod., 2006 
JW2776 fucR Baba in sod., 2006 
JW2088 yegW Baba in sod., 2006 
JW0142 sfsA Baba in sod., 2006 
JW5946 gntR Baba in sod., 2006 
JW3579  lldR Baba in sod., 2006 
JW0719 mngR Baba in sod., 2006 
JW5114 ybjK Baba in sod., 2006 
JW3368 ompR Baba in sod., 2006 
JW2642 ygaV (ali hlyU) Baba in sod., 2006 
JW2092 rcnR (ali yohL) Baba in sod., 2006 
JW3468 arsR Baba in sod., 2006 
JW2705 ygbI Baba in sod., 2006 
JW0612 citB (ali dpiA) Baba in sod., 2006 
JW3883 BW cpxR Baba in sod., 2006 
JW5627 dgoR Baba in sod., 2006 
JW0797 dps Baba in sod., 2006 
JW0980 torR Baba in sod., 2006 
JW2644 stpA Baba in sod., 2006 
 
3.1.1.2 Kolicinogeni sevi bakterije Escherichia coli Pugsleyeve zbirke 
 
Preglednica 3: Kolicinogeni sevi Pugsleyeve zbirke. 
Table 3: Colicinogenic strains from Pugsley's collection. 
 
sev plazmid zapis za kolicin  
BZB2103 bakterijski sev K-12 s pColD-CA23 D 
BZB2125 bakterijski sev K-12 s pColE2-P9 Nal
r
 E2 
BZB2108 bakterijski sev K-12 s pColE5-099 E5 
BZB2109 bakterijski sev K-12 s pColE6-CT14 Nal
r
 E6 
BZB2110 bakterijski sev K-12 s pColE7-K317 E7 
BZB2116 bakterijski sev K-12 s pColK-K235 K 
PAP1 bakterijski sev K-12 s pCHAP1 M 
PAP247 bakterijski sev K-12 s pPC101 E8-J 
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3.1.2 Plazmidi 
 
Preglednica 4: Plazmidi. 
Table 4: Plasmids. 
plazmid pomembne lastnosti vir  
pJET1.2 
 
 
Majhen plazmid (2974 bp), izpeljanka pUC19 z Ap
r
. 
Plazmid ima gen eco47IR za restrikcijsko 
endonukleazo, ki razgradi gostiteljsko DNA. V 
zaporedje gena eco47IR je vstavljeno poliklonsko 
mesto in vstavitev DNA fragmenta prekine zapis za 
restrikcijsko endonukleazo. Mehani
selekcijo transformant, ki so prejele plazmid z 
fragmentov z lepljivimi in topimi konci. 
Fermentas, Litva 
pET8c 
nantnih proteinov pod 
kontrolo promotorja T7. Vektor na N-terminalni del 
vstavljenega gena vpelje Met, 6 His in 2 Ser. His-tag 
proteinov z uporabo nikljeve afinitetne 
kromatografije.  
G. Anderluh 
pColM-imm 
Vekto
genoma cma in cmi za izolacijo kolicina M. 
M. Rijavec 
pBR322 P
r
, Ap
r
. laboratorijska zbirka 
Katedre za molekularno 
genetiko in biologijo 
mikroorganizmov 
pATC400 
Izpeljanka plazmida pBR322 z rcsA
+
. Dodatna 
produkcija pozitivnega regulatorja kolanske kisline 
kisline in mukoidni fenotip. RcsA je sicer zelo hitro 
razgrajen s proteazo Lon in sev z dodatno produkcijo 
 
S. Gottesman 
pColK-JA533 cka cki ckl 
-Bertok, 
1999 
pKCT1 
 
pColK-JA533 z vstavljenim fragmentom TaqI 
plazmida pUC19 z Ap
r
  
Mulec in sod., 2003 
pKCT2 pKCT1 z vstavljenim Kpn cka Mulec in sod., 2003 
pKCT3 pKCT2 s cka-gfp z Ap
r
, Km
r
 Mulec in sod., 2003 
pKCT4 pColK-JA53 s cki-gfp, Km
r
  Mulec in sod., 2003 
pKCT10 pKCT2 s cka-rfp (DsREd-Express2), Ap
r
  
pDsRed-Express2-N1  
plazmid z rfp (DsREd-Express2
genom, Km
r
 
B. Glick 
izpeljanka pSC101  
s 
genom gfp (GFPmut3) brez lastnega promotorja, Km
r
 
U. Alon 
pSC200 izpeljanka pSC101 z lexA-gfp, Km
r
 Ronen in sod., 2002 
pSC202 izpeljanka pSC101 z umuD-gfp, Km
r
 Ronen in sod., 2002 
  se nadaljuje 
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nadaljevanje   
Preglednica 4: Plazmidi. 
plazmid pomembne lastnosti vir  
pSC304 
izpeljanka pSC101 s cma-gfp, Km
r
 
fragment cma 
kodona, ter 95 bp navzdol od start kodona 
 
pHly152-T8 konjugativni plazmid s Tn3 z Ap
r
 Noegel in sod., 1981 
pColD-CA23 cda cdi cdl A. P. Pugsley 
pColE2-P9 ce2a ce2i ce2l A. P. Pugsley 
pColE5-099 ce5a ce5i ce5l A. P. Pugsley 
pColE6-CT14 ce6a ce6i ce6l A. P. Pugsley 
pColE7-K317 ce7a ce7i ce7l A. P. Pugsley 
pCHAP1 cma cmi A. P. Pugsley 
pPC101 ce8a ce8i ce8l A. P. Pugsley 
pColD-Tn3 pColD-CA23 s Tn3 z Ap
r
  
pColE2-Tn3 pColE2-P9 sTn3 z Ap
r
  
pColE5-Tn3 pColE5-099 s Tn3 z Ap
r
  
pColE6-Tn3 pColE6-CT14 s Tn3 z Ap
r
  
pColE7-Tn3 pColE7-K317 s Tn3 z Ap
r
 B. Jerman 
pColE8-Tn3 pPC101 s Tn3 z Ap
r
  
pRW50 
lacZ brez lastnega 
promotorja, za vstavljanje promotorjev na EcoRI-
HindIII mestih
podvojevanja, Tc
 r
  
Lodge in sod., 1992 
pRW50ce2a pRW50 s promotorjem gena ce2a  
pRW50ce5a pRW50 s promotorjem gena ce5a  
pRW50ce6a pRW50 s promotorjem gena ce6a  
pRW50ce7a pRW50 s promotorjem gena ce7a  
pRW50ce8a pRW50 s promotorjem gena ce8a S.  
pRW50cda pRW50 s promotorjem gena cda  
pRW50cka 
pRW50 s promotorjem od -256 do +85 gena cka iz 
pKCT1  
Butala in sod., 2012 
pRW50cka1 
pRW50 z EcoRI-HindIII promoto
cka1 iz pUC57cka1 
Butala in sod., 2012 
pRW50cka2 
pRW50 z EcoRI-HindIII promoto
cka2 iz pUC57cka2 
Butala in sod., 2012 
pRW50sulA1 
pRW50 z EcoRI-HindIII promoto
sulA1 iz pUC57sulA1 
Butala in sod., 2012 
pUC57cka1 
pUC57 z EcoRI-HindIII promoto
-256 do +85 gena cka
(zaporedje v Prilogi B), Ap
r
  
M. Butala 
pUC57cka2 
pUC57 z EcoRI-HindIII promoto
-256 do +85 gena cka
zaporedjima SOS (zaporedje v Prilogi B), Ap
r
 
M. Butala 
  se nadaljuje 
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nadaljevanje   
Preglednica 4: Plazmidi. 
plazmid pomembne lastnosti vir  
pUC57sulA1 
pUC57 z EcoRI-HindIII promoto
-272 do +58 gena sulA, z vstavljenim vezavnim 
mestom IscR promotorja cka 
TGAAAATCCATGCTCTTGACATGGACAATGC 
na mesto -52 do -22 (zaporedje v Prilogi B), Ap
r
 
M. Butala 
pRW50cka p-44G  
 
fragment promotorja cka iz pKCT1 z nt zaporedjem 
cka od -256 do +85 in substitucijama p-44G na mestu 
vezave IscR 
Butala in sod., 2012 
 
 
3.1.3  
3.1.3.1 -Bertani) 
 g triptona, 10 g NaCl, 5 g kvasnega 
ekstrakta) na 1 l destilirane vode, smo sterilizirali z avtoklaviranjem pri , 15 min.  
 
3.1.3.2  
Te LB, le da smo po 
avtoklaviranju in pred uporabo  
 
Preglednica 5:  
Table 5: Final antibiotic concentrations in LB medium. 
 
antibiotik   
Ampicilin (Ap) 120 
Kanamicin (Km) 50 
Tetraciklin (Tc) 12,5 
Streptomicin (Sm) 150 
 25 
 
3.1.3.3  
smo , 15 min, in ga po ohladitvi 
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3.1.3.4  
Trdn z antibiotiki smo pripravili po enakem postopku kot smo pripravili trdno 
primerno  (Preglednica 5).  
 
3.1.3.5 Mehki LB agar 
e mehki LB agar vsebuje LB v koncentraciji 25 g/l in 6 g/l agarja v destilirani 
min. 
 
3.1.4 Kemikalije  
agaroza Ni-NTA  Qiagen, ZDA 
absolutni alkohol   
aceton    
agar   
agaroza    
ampicilin   Sigma, ZDA 
Baza Tris  Sigma, ZDA 
benzamidin  Sigma, ZDA 
borova kislina  Sigma, ZDA 
bromfenol modro   
BSA  Pierce, ZDA 
-merkaptoetanol   
CaCl2   
D+glukoza   
DNA virusa Lambda  Fermentas, Litva 
ditiotreitol (DTT)  Sigma, ZDA 
dNTP  Fermentas, Litva 
dNTP  Invitrogen Life Technologies, ZDA 
dATP  Fermentas, Litva 
dCTP  Fermentas, Litva 
dGTP  Fermentas, Litva 
dTTP  Fermentas, Litva 
dUTP  Fermentas, Litva 
etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) Sigma, ZDA 
EDTA, 0,5 M, pH 8,0  Invitrogen Life Technologies, ZDA 
etanol 96-odstotni  Merck  
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etidijev bromid  Sigma, ZDA 
glicerol  Sigma, ZDA 
glukoza  Kemika  
Hepes   Sigma, ZDA 
HCl   
HCl 1 N   
imidazol  Sigma, ZDA 
IPTG   
izopropanol  Merck  
India Ink barvilo  Becton, Dickinson and Company, ZDA 
kanamicin   
KCl   
kloramfenikol  Sigma, ZDA 
kloroform   
  Sigma, ZDA 
LB   
L-(-)-fukoza  Sigma, ZDA 
lizocim   
MgCl2   
MgSO4   
mitomicin C  Sigma, ZDA 
NaCl   
NaOH   
NaOH 1 N   
Na2CO3   
NaDS  Sigma, ZDA 
Na2HPO4   
NaH2PO4  H20   
lina  Sigma, ZDA 
  Invitrogen Life Technologies, ZDA 
o-nitrofenil- -D-galaktopiranozid (ONPG)   
poly-L-lizin  Sigma, ZDA 
Roche complete protease inhibitor    
coctail tablet (EDTA free)  
saharoza  KEMIK   
SOB   
streptomicin  Sigma, ZDA 
tetraciklin  Sigma, ZDA 
TCA    
Tris-HCl  Sigma, ZDA 
Tris-EDTA pufer (100 )  Sigma, ZDA 
